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@ Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der Faktor Vll-aktivierenden Protease aus Proteinlosungen 
(57) Es wird ein Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der 

den Blutgerinnungsfaktor VI! aktivierenden Protease aus 

Proteinlosungen beschrieben, bei dem 

- die die Protease und/oder ihr Proenzym enthaltende Pro- 
teinlosung mit einer Festphase inkubiert wird, an die zu- 
vor ein gegen die Protease gerichteter Antikorper gekop- 
pelt wurde und 

- nach Auswaschen der Festphase die daran fixierte Pro- 
tease und/oder ihr Proenzym mit Reagenzien inkubiert 
werden, die deren Aktivitatsbestimmung erlauben. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur qualiialiven und quantitativen Bestimmung der Faktor Vll-aktivieren- 
den Protease in komplexen Proteinlbsungen wie Plasma. 
5 Aus der deutschen Patentanmeldung 199 03 693.4 sind bereits Testsysteme und Verfahren zum qualitativen und quan- 
titativen Nachweis einer Protease bekannt. die den Blutgerinnungsfaktor VII aktiviert. Diese umfassen chromogene Test- 
verfahren, die auf der Spaltung markierter, niedermolekularer Peptidsubstrate und der photometrischen Bestimmung der 
dabei auftretenden Extinktion beruhen, sowie Testverfahren, bei denen die biologischen Eigenschaften der genannten 
Protease ausgenutzt werden. Dabei kann die Protease oder ihr Proenzym dadurch nachgewiesen werden, dass sie 

10 

a) eine die Blutgerinnungsfaktoren VEI/VIIIa oder V/Va inaktivierende Wirkung oder 

b) in globalen Gerinnungstests eine die Blutgerinnungszeiten verkiirzende Wirkung oder 

c) eine Plasminogen-Aktivatoren aktivierende Wirkung oder 

d) eine den FVII aktivierende Wirkung aufweisen. 

15 

Die Bestimmung der Aktivitat des FVII-Aktivators fiihrt bei den bisher eingesetzten Bestimmungsverfahren jedoch 
nur dann zu zuverlassigen Ergebnissen, wenn die Protease in gereinigtem oder angereichertem Zustand vorliegt und 
keine storenden Einfliisse von Verunreinigungen das Messergebnis verfalschen. Besonders sehr komplexe Proteingemi- 
sche wie Plasma oder Gewebefliissigkeiten enthalten nun allerdings eine Vielzahl von Proteinen, die eine spezifische Be- 

20 stimmung des Faktor VII-Aktivators verhindem oder zumindest behindem kbnnen. AuBerdem liegt die Protease nach 
dem derzeitigen Wissensstand im Plasma vor allem als Proenzym vor, so dass eine Aktivierung zur aktiven Protease zum 
Zwecke der anschlieBenden Aktivitatsbestimmung notig ist. 

Die Faktor Vll-aktivierende Protease ist ein Plasmaprotein, das an der Regulation der Hamostase, vor allem durch 
Mitwirkung an Gerinnungs- und Fibrinolyseprozessen, beteiligt ist. Deshalb ist die Untersuchung der Funktion und der 

25 biologischen Aktivitat der Protease von hohem Interesse. So konnte zum Beispiel ein erniedrigter Antigengehali und/ 
oder eine Stoning der biologischen Aktivitat, beispielsweise durch eine Genmutation, ein erhohtes Thromboserisiko an- 
zeigen. Es stellte sich deshalb die Aufgabe, ein Verfahren zu entwickeln, das die mbglichst einfache und spezifische Be- 
stimmung einer oder mehrerer biologischer Aktivitaten der Faktor Vll-aktivierenden Protease ermoglicht. Da die phy- 
siologische Aufgabe dieser Protease bisher noch unklar ist, sollte diese Methode prinzipiell die Bestimmung mehrerer 

30 Aktivitaten erlauben. 

Es wurde nun gefunden, dass diese Anforderungen durch ein Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der den Blutge- 
rinnungsfaktor VII aktivierenden Protease in Proteinlbsungen erfiillt werden, bei dem 

- die der Protease und/oder ihr Proenzym enthaltende Proteinlbsung mit einer Festphase inkubiert wird, an die zu- 
35 vor ein gegen die Protease gerichteter Anukorper gekoppelt wurde und 

- nach Auswaschen der Festphase die daran fixierte Protease und/oder ihr Proenyzm mit Reagenzien inkubiert wer- 
den, die deren Aktivitatsbestimmung erlauben. 

Dieses Bestimmungsverfahren lasst sich iiberraschenderweise nicht nur auf die Protease in ihrer aktivierten Form an- 
40 wenden. Obwohl die bisherigen Untersuchungsergebnisse darauf schlieBen lassen, dass die Protease im Plasma haupt- 
sachlicb als Proenzym zirkuliert und es daher zu erwarten war, dass dieses nach Bindung an die oben genannte Festphase 
erst noch aktiviert werden muss, um danach ihre biologischen Aktivitaten entfalten zu kbnnen, wurde nun iiberraschen- 
derweise gefunden, dass eine solche Aktivierung nicht notwendig ist, sondem dass das aus dem Plasma an die Festphase 
gebundene Proenzym in immobilisierter Form seine biologische Aktivitat in gleicher Weise entfaltet wie das aktive En- 
45 zym. Dadurch erubrigt sich ein gesonderter Aktivierungsschritt und ermoglicht eine weitaus schnellere und stbrungs- 
freiere Bestimmung. 

Eine spezifische Aktivierung des Proenzyms kann aber durchaus noch angeschlossen werden, um sicherzustellen, dass 
das gebundene Proenzym vollstandig aktiviert wurde. 

Als Festphase kommen die dem Fachmann bekannten Matrices wie aktivierte Sepharose® oder Fraktogel® in Frage. 

50 Vorzugsweise werden Mikrotiterplatten mit gegen die Protease gerichteten Anukbrpem beschichtet, die polyklonaler 
oder monoklonaler Herkunft sein kbnnen. Auch Antikbrperfragmente wie (Fab) oder F(ab>2 kbnnen verwendet werden. 
Im Gegensatz zum Antigentest, in dem ein markierter Zweitantikbrper zur Detektion und dann auch zur Quantifizierung 
verwendet wird, werden erfindungsgemaB chromogene Substrate zugesetzt, die die Aktivitatsbestimmung der Protease 
zulassen. Ein besonders bevorzugtes chromogenes Substrat ist S2288 von Chromogenix AB (H-D-isoleucyl-L-prolyl-L- 

55 arginin-pNA x 2 HC1), das ebenso wie ahnliche Verbindungen eine signifikante konzentrations- und zeitabhangige Zu- 
nahme der Absorption durch Amidolyse des Substrats zeigt. Uberraschenderweise behalt die Protease ihre biologischen 
Aktivitaten und Eigenschaften auch nach Bindung an den Antikbrper bei, namlich die Fahigkeit FVII und Plasminogen- 
Aktivatoren zu aktivieren. Dadurch wird die spezifische Bestimmung der Funktionalitat der Protease aus einer komple- 
xen Proteinlbsung heraus mbglich. 

60 Neben den chromogenen Substraten bieten sich auch die iibrigen in der deutschen Patentanmeldung 199 03 693.4 er- 
wahnteii Substrate zur Aktivitatsbestimmung an, also die Inaktivierung der Blutgerinnungsfaktoren Vlll/IIIa oder V/Va 
und auch die Aktivierung des FVII und der Plasminogenaktivatoren. Dabei kann zum Beispiel der so aktivierte Anteil an 
Faktor VII durch direkte Amidolyse eines fur den FVII-spezifischen chromogenen Substrats bestimmt werden oder 
durch eine gekoppelte Reaktion wie den sog. FVIIa-rTF-Test. Die Aktivierung von Einkettenplasminogenaktivatoren 

65 (scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) oder der (sctPA, single chain tissue plasminogen activator) lasst 
sich einfach durch Substratumsetzung von zum Beispiel S2444 (pyroGlu-Gly-Arg-pNA x HC1) verfolgen. Wie in der 
deutschen Patentanmeldung 199 03 693.4 beschrieben, kbnnen zum Nachweis auch Substanzen zugesetzt werden, die 
die Aktivitat der Protease stimulieren, zum Beispiel losliche Kalziumsalze und/oder Heparin oder dem Heparin ver- 
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wandte Substanzen wie Dextransulfat. 

Weitere Untersuchungen von Losungen, Korperfliisigkeiten und Zell- bzw. Gewebeextrakten mil Hilfe des beschrie- 
benen Verfahrens zeigten dessen Eignung zur Detektion bzw. Quantifizierung der FVII-aktivierenden Protease. Darunier 
sind die diese Protease enthaltende Losungen zu verstehen, wie Intermediate der Preparation der Protease, Zellkultur- 
Uberstande, die auch bei der Fermentation entsprechender Zellen zur rekombinanten Expression anfallen. Darunter sind 5 
auch Losungen zu verstehen, die bei der transgenen Herstellung der Protease bzw. des Proenzymes anfallen, wie Milch. 

Dariiber hinaus eignet sich das Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der FVII-aktivierenden Protease in Extrakten 
von Geweben oder Zellen, die einen Eindruck iiber das Vorhandensein der Proteaseaktivitat gibt bzw. iiber potentielle pa- 
thologische Zustande bei Uber- oder Unterexpression dieses Proteins. 

Ein besonderes Interesse gilt dem Nachweis der Proteaseakuvitaten in Korperfiiissigkeiten, wie Blut und Plasma, Se- 10 
minalplasma, Urin, Cerebrospinalfliissigkeit, Bronchioalveolar-Lavage, Fruchtwasser, Speichel oder Tranenfliissigkeii. 
Einen wertvolle Erganzung zum Aktivitatstest stellt dabei das in der deutschen Patentanmeldung 199 03 693.4 erwahnte 
Antigenbestimmungssystem (z. B. ELISA) dar, da mit Hilfe beider Parameter ein umfassenderes Bild beispielsweise bei 
einer Erkrankung erhalten werden kann. 

Bei der Untersuchung gesunder Blutspender fiel auf, daB ca. 5-10% der untersuchten Plasmen eine gegenuber einem 15 
Standard (Poolplasmen) deutlich geringere Proteaseaktivitat aufwjesen (etwa 30-50% des "Durchschnittswertes"), wie 
in Beispiel 1 naher ausgefiihrt. Diese Information wurde dadurch erganzt, daB nahezu alle dieser Spender im Normalbe- 
reich befindliche Antigengehalte aufwiesen. Dies konnte beispielsweise auf (heterozygote) Mutation(en) hinweisen, die 
die Aktivitat, jedoch nicht den Antigengehalt, einer Plasmaprobe entsprechend beeinflussen wiirden. Als Konsequenz 
konnten diese Donoren eine Risikogruppe fiir bestimmte Krankheiten darstellen und gegebenenfalls prophylaktische 20 
MaBnahmen friihzeitig ergriffen werden. Dies gilt sowohl fur Personen, die erhohte als auch erniedigte Akuvitatsspiegel 
aufweisen. Signifikant erhohte Aktivitaten dieser Protease (bei teilweise normalem oder leicht erhbhten Antigengehalt) 
fanden wir in Plasmen von Patienten mit Herzinfarkten (siehe auch Beispiel 2) und stabiler und instabiler Angina pecto- 
ris verglichen mit einem Kollektiv gesunder Spender. Bislang ist noch nicht geklart, ob eine Erhohung der Proteaseakti- 
vitat als eine Ursache dieser Erkrankung gewertet werden kann oder ob diese eher einer Gegenreakuon des Kbrpers ent- 25 
spricht, im Sinne einer gesteigerten Thrombolyse. 

Abgesehen von der physiologischen Relevanz der erhdhten Proteaseaktivitaten kann dieser Parameter zur friihen Er- 
kennung und als Kriterium einer Veranderung des Krankheitsbildes verwendet werden. Dies schlieBt die Diagnostik wei- 
terer Herz-Kreislauf assoziierter Komplikationen ein. 

Uber diese Indikationen hinaus kann das beschriebene Testsystem (auch in Kornbination mit einer Antigenbestim- 30 
mung) zur Diagnose und Therapieverfolgung auch bei malignen Erkrankungen, Entziindungen, Autoimrnunerkrankun- 
gen, Vaskulitiden, respiratorischen Defekten bzw. zur Hamostasediagnostik (Gerinnung und Fibrinolyse), wie auch bei 
Sepsis und assoziierten Reaktionen, wie der disseminierten intravasalen Gerinnung verwendet werden. Weitere Anwen- 
dungsgebiete umschlieBen die Diagnose von Organdefekten, wie zerebralen, respiratorischen und Nierenerkrankungen. 
In Patienten mit Leberzirrhose fanden wir signifikant emiedrigte Aktivitaten der Protease, die in den meisten Fallen mit 35 
emiedrigten Antigenspiegeln einhergingen. 

Weitere Untersuchungen zeigten, daB neben einem moderaten Anstieg des Antigenspiegels im Plasma gesunder 
Schwangerer ein deutlicher Anstieg der Proteaseaktivit im Verlauf von Schwangerschaften zu beobachten ist, mit hbch- 
sten Werten im dritten Trimester. Ein Ausbleiben eines solchen Anstieges der Protease kann mit einem Risiko fur Mutter 
und Kind wahrend der Schwangerschaft verbunden sein, wie thromboembolischen Komplikationen etc. bis hin zur Friih- 40 
und Fehlgeburt oder MiBbildung des Fotus. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert: 

Beispiel 1 

45 

Mikrotiterplatten (96 wells) wurden mit einem monoklonalen Antikbrper gegen den FVII-Aktivator beschichtet, in- 
dem in jede Vertiefung 150 ul einer 10 ug/ml enthaltenden Losung pipettien wurde. Nach 16-stiindiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die Platte mehrmals gewaschen. In die Vertiefungen wurden jeweils 100 ul steigender Konzen- 
trationen gereinigter Protease bzw. verschiedene Verdunnungen eines Standardhumanplasmas (SHPL) pipetuert. Nach 
Inkubation bei 37°C wurden die Losungen durch mehrmaliges Waschen entfemt und die Aktivitaten bestimmt. 50 

In jede Vertiefung wurden 50 ul einer Prourokinase-LSsung (10 ug/ml, American Diagnostica, US) pipetuert sowie 
50 ul Puffer, der 30 mM CaCl 2 und 100 IU/ml Heparin enthielt. Zwei Minuten spater wurden weitere 100 ul Puffer und 
25 ul des Substrates S2444 (3 mM) hinzugegeben. Die Zunahme der Absorption bei 405 nm pro Minute wurde ermittelt. 
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Beispiel 2 

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten und die Inkubation mit den Probelosungen wurde durchgefiihrt wie in Beispiel 
1 beschrieben. Anstelle der Aktivierung der Prourokinase wurde die Aktivierung des Faktors FVII bestimmt. Dazu wur- 
den je 50 ul Puffer, enthaltend 30 mM CaCl2 und 1 00 IU/ml Heparin, fur 2 Minuten bei Raumtemperatur in die Vertie- 
fungen der Platte gegeben. Nach Zusatz von weiteren 100 ul Puffer und 25 ul Spectrozym® Vila (3 mM, American Dia- 
gnostica/US) wurde die A mOD/min bestimmt. 
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Mit Hilfe dieser Verdunnungsreihen ist es moglich, individuelle Plasmen zu vergleichen und die Funktionalitat der 
Protease zu bestimmen. Durch Vergleich mit einem Standardhumanplasma, das einen Pool von hunderten von Einzel- 
plasmen darstellt, kbnnen signifikante Abweichungen von der Norm erfasst werden. Die so ermittelte Aktivitat sollte 
idealerweise in das Verhaltnis zum Antigengehalt gesetzt werden, der zum Beispiel mittels ELISA bestimmt werden 
kann. 

Ist die Proteasemenge bekannt, dann lasst sich die spezifische Aktivitat der in der Proteinlosung enthaltenen Protease 
sowie dessen Proenzyms bestimmen. 
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Beispiel 3 

Bestimmung der Proteaseaktivitat in 190 Plasmen gesunder Spender 

190 Citrat-Plasmen gesunder Personen, davon 140 Manner und 50 Frauen, wurden mit Hilfe des beschriebenen Akti- 
vitatstestes untersuchl. Um festzustellen, ob poienlieU vom Durchschnittswen aller untersuchten Plasmen abweichende 
Aktiviiaten mit einer entsprechenden Veranderung des Protease Antigenspiegels einhergingen, wurde ein ELISA ver- 
wendet, wie in der deutschen Patenianmeldung 199 03 693.4 beschrieben. Ein solcher ELISA zum Nachweis der Pro- 
tease als Anugen ist mit Hilfe monoklonaler oder polyklonaler spezifischer Antikbrper gegen diese Protease machbar. 

Abb. (1) zeigt die Proteaseaktivitaten der untersuchten gesunden Manner (A) und Frauen (B). Es wird deutlich, daB 
5-10%, sowohl Manner als auch Frauen, eine gegenuber dem Durchschnitt deutlich verminderte Aktivitat aufweisen. 

Die Proteaseaktivitaten (y-Achse) und die dazu gehorenden Antigenspiegel der entsprechenden Personen (x-Achse) 
sind in der Abbildung dargestellt. Die arbitraren 'Normalbereiche' der Antigen- und Aktivitatsspiegel sind durch waage- 
rechte und senkrechte Linien als obere und untere Begrenzungen der Parameter jeweils gezeigl. Die sich daraus ergeben- 
den Rechtecke (in jeweils der Mitte der Abbildung) stellen demnach die 'Normalbereiche' gesunder Spender dar. Hier 
wird nochmals besonders deutlich, daB die Mehrzahl der Proben mit verminderter Aktivitat nicht mit einer entsprechen- 
den Verminderung der Antigenspiegel einherging. Dies konnte auf eine heterozygote Mutation (oder mchrere) hinwei- 
sen, d. h. beispielsweise konnten ca. 50% der Proteasemolekiile durch eine oder mehrere Mutationen so verandert sein, 
daB eine Reaktion mit biologischen Substraten nicht mehr gewahrleistet ist. Im Falle einer fibrinolytischen Bedeutung 
der Protease konnte dies mit einem Thromboserisiko (oder fur andere Erkrankungen etc.) dieser derzeit noch 'gesunden' 
Population verbunden sein. 

Obwohl in der Minderzahl der untersuchten Proben, sind die Werte der reduzierten Proteaseaktivitat, die sehr wohl mil 
einem verminderten Antigengehalt einhergehen, als nicht minder interessant zu bewenen, da offensichtlich eine Dysre- 
gulation der plasmatischen Verfiigbarkeil der Protease vorliegt, die mit einem vergleichbaren Risiko wie beschrieben 
verbunden sein kann. 

Entsprechend ist die Detektion der Proteaseaktivitat, auch im Verbund mit der Antigenbestimmung, als ein Parameter 
zur Frtiherkennung und Prophylaxe-/Therapiekontrolle zu sehen. 

Beispiel 4 

Bestimmung der Proteaseaktivitat in Plasmen schwangerer Frauen 

Zitratplasmen schwangerer Frauen wurden, wie in Beispiel 3 beschrieben, getestet. Proben wurden an verschiedenen 
Zeitpunkten der SchWangerschaft gewonnen und anschlieBend untersucht. 

Die Verlaufe zweier unproblematischer Schwangerschaften sind in Tabelle 1 dargestellt. Ein deutlicher Ansueg der 
Proteaseaktivitat mit Dauer der Schwangerschaft ist zu erkennen, wogegen die Antigegehalte der Protease nicht bis mo- 
dem ansteigen. Ein Ausbleiben dieser erhohten Aktivitat konnte mit Problemen fur Mutter und Fotus verbunden sein. 

Gesunde (nicht Schwangere) zeigen dagegen eine kontinuierlichen Verlauf der Proteaseaktivitaten (wedererhoht noch 
vermindert, im Rahmen der Testschwankungen) wahrend einer entsprechend Beobachtungszeit (nicht dargestellt). 



Die prozentualen Angaben beziehen sich auf Durchschnittswerte gesunder (nicht schwangerer) Frauen. 

Antigen (%) Aktivitat (%) 

Trimester der Schwangerschaft Schwangere Schwangere 

12 12 

I 103 105 110 115 

II 118 123 158 176 

III 126 143 215 280 



65 
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Beispiel 5 

Bestimmung der Proteaseaktivitat in Herzinfarktplasmen 

5 Plasmen von 54 Patienten mit akutem Myokardinfarkt wurden bei Einlieferung (vor Intensivbehandlung) in die Not- 
fallstation gewonnen und fur die Routineanalylik verwendet. Spater wurden Plasmareste (nicht aufgetaute Aliquots) zur 
Quantifizirung der Proteaseaktivitaten (und Antigengehalte) verwendet. 

Die Abb. (2) faBt die Ergebnisse der Untersucbung zusammen. Gegeniiber einem Kollektiv gesunder Spender (B) sind 
in Plasmen von Patienten mit akutem Myokardinfarkt (A) signifikant hohere Proteaseaktivitaten (und auch der Antigen- 
10 gehalte) zu messen. 

Entsprechend konnen diese Parameter zur Friiherkennung eines Infarktes, also auch bei stabiler und instabiler Angina 
pectoris, verwendet werden. Bei Patienten mit diesen koronaren Herzerkrankungen fanden wir ebenfalls im Durchschnitt 
signififkant erbohte Aktivitaten. Die Hohe der gemessenen Werte kann eine Bewertung des Schweregrades der Krank- 
heit ermoglichen bzw. im Verlaufe einer Infarkt- und Angina pectoris Prophylaxe und Therapie wertvolle Hinweise iiber 
15 den Zustand des Patienten geben. Daruber hinaus konnen diese Parameter zur Beurteilung anderer mit dem Herz-Kreis- 
laufsystem asoziierter Komplikationen verwendet werden. 

Patentanspriiche 

20 1 . Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden Protease aus Protein- 

Iosungen, dadurch gekennzeicb.net, dass 

- die die Protease und/oder ihr Proenzym enthaltende Proteinlosung mit einer Festphase inkubiert wird, an die 
zuvor ein gegen die Protease gerichteter Antikorper gekoppelt wurde und 

- nach Auswaschen der Festphase die daran fixierte Protease und/oder ihr Proenzym mit Reagenzien inkubiert 
25 werden, die deren Aktivitatsbestimmung erlauben. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivitat der Protease gemessen wird durch eine 
photometrische Bestimmung der bei Einwirkung auf chromogene Substrate auftretenden Extinktion. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivitat der Protease gemessen wird durch 

- ihre die Blutgerinnungsfaktoren Vlll/VIIIa oder V/Va inaktivierende Wirkung oder 
30 - ihre die Blutgerinnungszeiten verkiirzende Wirkung in globalen Gerinnungstests oder 

- ihre Plasminogen-Aktivatoren aktivierende Wirkung oder 

- ihre den FVH aktivierende Wirkung. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der gegen die Protease gerichtete Antikor- 
per ein polyklonaler oder monoklonaler Antikorper oder ein F(ab) oder F(ab>2-Antik6rperfragment ist. 

35 5. Kit zur Bestimmung der den Blutgerinngungsfaktor VII aktivierenden Protease. 

6. Verfahren zur Friiherkennung eines Infarktes, stabiler oder instabiler Angina Pectoris, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Parameter die den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierende Protease bestimmt wird. 

7. Verfahren zur Diagnose des Verlaufs bzw. des Schweregrades eines Infarktes bzw. des Erfolgs von Prophylaxe 
und/oder Therapie bei Angina Pectoris, dadurch gekennzeichnet, daB als Parameter die den Blutgerinnungsfaktor 

40 VH aktivierende Protease bestimmt wird. 

8. Verfahren zur Schwangerschaftsiiberwachung, dadurch gekennzeichnet, daB als Parameter die den Blutgerin- 
nungsfaktor VII aktivierende Protease bestimmt wird. 

9. Verfahren zur Friiherkennung eines Thromboserisikos, dadurch gekennzeichnet, daB als Parameter die den Blut- 
gerinnungsfaktor VH aktivierende Protease bestimmt wird. 

45 

Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 



6 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DEI 00 23 923 A1 
C12Q 1/56 

14. Dezember 2000 



Abbildung 2 



2000 
1500 
1000 
500 



• 

AMI 


• • j • 


(n= 54) 


• 








•: • • 'r 


• 


•.^.•ihV4? 


a 


• * i 


• 


• • 



0 200 400 600 800 10001200140016001800 



3500 - 
3000 
2500 - 
2000 - 
1500 - 
1000 - 
500 - 



Normal s. 
(n= 190) 



200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 



002 050/73 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummen 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



Abbildung 1 



DE100 23 9Z3A1 
C12Q 1/56 

14. Dezember 2000 



(A) 



(B) 



D 
W 
cm 

S 

^ — ■> 

> 




• Afitigen vs Activity /male 
PloJ 1 Regr 



0 200 400 600 BOO 1000 1200 1400 

Antigen (mPEU/ml) 




• Antigen vs Activity / female 
Plot 2 Regc 



200 400 600 800 1000 1200 1400 



002 050/73 



